B REC'D 1'-5-"FEB 20 9 /7101 42
G WIPO ChO DG 1
= 08 02 2000
\O\(’) &
99/ R

PA 191290

UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

United States Patent and Trademark Office

January 06, 2000

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM
THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK
OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT
APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111.

APPLICATION NUMBER: 60/113,478
FILING DATE: December 21, 1998

PRIORITY DOCUMENT
SUBMITTED OR TRANSMITTED IN
COMPLIANCE WITH
RULE 17.1(a) OR (b)

o A
e aRR

E By Authority of the
* COMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS

4
‘-
!

P. SWAIN
Certifying Officer




-

HARVEY B8 JACDBSON. JR

D. DOUGLAS PFICE THE JENIFER BUILDING MARVIN R STERN

JOHN CLARKE HOLMAN BRIAN 8 DARVILLE

SIMOR L. MOSKOWITZ 400 SEVENTH STREET, N W

MICHAEL R SLOBASKY TELEFAX
WASHINGTON, D. C. 200049 (2021 393-5350

MARSHA G GENTNER

JONATHAN L SCHERER
1IRWIN M AISENBERG (202) 63B-6666

LAVI..QFFICE’SOF '
OBSON, PRICE, HOLMAN STERN

PROFESSIONAL LIMITED LIABILITY COMPANY

©OFf COUNSEL

izoz1 392-5351
t202) 393.6382

WILLIAM E PLAYER
:EOSSNASN .-V‘IVAEB:SS _VELEGRAPH
ANDREW J GRAY IV LAWPAT™ WASHINGTON. D C
PETER S WEISSMAN € mAIL
KASEN 4 JACOBSON* IPG.PHS COM
e RALLRNT AGENT December 21 ’ 1998 *EAR OTHER THAND C
SR A)ls <EEBLE WRITER'S DIRECT NO
——
=8
[ ——— ™
=
Me=-=c Atty. Docket No.: _PR&3275USQ
O === o Assistant Commissioner of Patents Ay =
== Washington, D.C. 20231 ==
=0 w —_—
— 2 =0
=Fl ey
Sir: ————m
<+ T=xs
uut\o e |
Transmitted herewith for filing is a PROVISIONAL APPLICATION ofrn ==

Jlirgen Rolf MULLER residing at Gluckstrasse 4a, D-22081 Hamburg,
GERMANY for (in German) SCANNING-MIKROSKOPISCHES VERFAHREN MIT
HOHER AXIALER AUFLOSUNG. The application comprises a 26-page
specification and 7 sheets of drawings.

Accompanying this application for filing is:
_X_ Filing Fee: __ Small Entity, $75.00 _X_ Large Entity, $150.00
Check No._40714 , in the amount of $_150.00, is enclosed to cover
the Filing Fee. The Commissioner is hereby authorized to charge
payment of any fees set forth in §§1.16 or 1.17 during the pendency
of this application, or credit any overpayment, to Deposit Account
No. 06-1358. A duplicate copy of this sheet is enclosed.
CORRESPONDENCE ADDRESS:

JACOBSON, PRICE, HOLMAN & STERN, PLLC
400 Seventh Street, N.W.
Washington, D.C. 20004

Respectfully submitted,

JACOBSON, PRICE, HOLMAN & STERN, PLLC

By

William E. Player
Reg. No. 31,409

jrc

nw



TS

e,

A - A

£u
o
L Y
5
&

1

Scanning-mikroskopisches Vetfahren mit hoher axialer Aufidsung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur optischen Erfassung
mindestens einer Entitat auf einem, bevorzugt auf einem Trager befindli-
chen, Substrat. Ferner werden Anwendungsfelder des erfindungsgema-
flen Verfahrens sowie eine Vorrichtung 2ur DurchfOhrung desselben be-
schrieben.

Es ist bekannt, dafl konfokale oder fir Mehrphotonenanregung ausge-
legte Anordnungen wegen ihrer hohen axialen Orisaufisung geeignet
sind, um Hintergrundsignale zu reduzieren, welche aullerhalb der Foka-
lebene entstehen. Bei der Erfassung insbesondere groQfiichiger Struktu-
ren ergibt sich somit das Problem, dal im Rahmen des Scanvorgangs
darauf geachtet werden muf, dall die Fokalebene sich zu jeder Zeit an
einer gewlnschten Pasition innerhalb des zu untersuchenden Objoktes
befindet. So kann es vorkommen, dall 2.B. Unebenheiten eines Proben-
trigers, auf dem das zu untersuchende Objekt angeordnet ist, dazu fQh-
ren, dal sich das konfokale Meflvolumen nicht in der gewlinschien Ebene
im Objekt befindet, sondem wombglich an das Objekt angrenzende
Suukturen, wie 2.B. Teile des Probentrigers, erfaBt Dies wirkt sich
nachteilig auf die durchzufihrende Objekterfassung und -
charakterisierung aus. .

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren bereitzu-
stellan, welches eine zuveriissige Erfassung flaichiger Strukturen oder
dreidimensionaler Strukturen, weiche auf einem fiichigen Triiger ange-
ordnet sind, in einem Mikroskop mit hoher axlaler Aufidsung, insbesonde-
re einem konfokalen Mikroskop, eflaubt. Ferner soll eine Vorrichtung zur
Durchfihrung des Verfahrens bereitgestelit werden.

Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren mit den Merkmalen des An-
spruchs 1 sowie eine Vorrichtung mit den Merkmalen des Anspruchs 18.
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Die Erﬁg stelit ein Verfahren zrur opti'schen Erfassung mindestens

iner Entitat auf und/oder in einem, bevorzugt auf einem Tréiger befindli-
chen, Substrat bereit, wobei mittels einer kbnfokalen Mikroskopoptik oder
einer fir die Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik, die mindestens
eine Strahlungsqueile aufwelst, mindestens in repriisentativer Bereich
des Substrates mit einem Meflvolumen gescannt wird unter Erhalt von
Mellwerten zur Bestimmung optischer Parameter, wobei die MeBwerto 2ur
Charakterisierung der mindestens einen Entitit mittels Signalverarbeitung
besrbeitet werden. Hierbei behalt die mindestens sine Entitdt fUr die Dau-
et der Aufmahme der Mellwerte ihre Position hinsichtlich des Substrates
und/oder des Tragers im wesentlichen bei.

Es ist bevorzugt, daB das Substrat einen Brechungsindex aufweist, der
verschieden ist von mindestens einer an das Substrat angrenzenden
Komponente, Bei der angrenzenden Komponenta kann es sich bei-
spielsweise um einen Trager handein, auf dem das Substrat angeordnet
ist. Das Substrat kann jedoch auch unmittelbar an eine iImmersionsfilis-
sigkeit, Luft oder eine das Substrat abdeckende Komponente, wie z. B.
ein Deckglas, angrenzen.

Erfindungsgemal wird nunmehr wihrend des Scanvorganges ein Hilfsfo-

kus erzeugt wird, der zumindest teilwelse auf der Grenzfiiche zwischen .

Substrat und angrenzender Komponente oder siner anderen geeigneten
Grenzfiache liegt. Die Funktion des Hilfsfokus besteht darin, elne Ab-
standsemittiung zwischen der Grenzfidiche und der den Hilfsfokus erzeu-
genden Optik zu ermdglichen. Mittels mindestens eines Detektors, der
bevorzugt konfokal angeordnet ist, wird die Intensitdt des von der Grenz-
fiache riickreflektierten Lichtes erfalt. Diese weist einen Maximalwert auf,
sofem der Hilfsfokus in Richtung der optischen Achse auf der Grenzfische
positioniert ist. Die Intensitat des Rockreflexes falit ab, wenn der Hiffsfokus
auf der optischen Achsse in Richtung des Substrates bzw. der an das Sub-
strat angrenzenden Komponente bawegt wird.

P
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Um die gewinschte Positionierung des Hilfsfokus, und somit mittelbar
such des Melivolumens, wahrend des Scanvorganges zu erméglichen, ist
es winschenswert, festzustellen, ob eine abweichende Positionierung des
Hitfsfokus von der Grenzflache in Richtung des Substrates oder aber in
Richtung der an das Substrat angrenzenden Komponente stattgefunden
hat. Erfindungsgemil werden zwei L8sungen vorgeschiagen.

in emner ersten bevorzugten Ausf0hrungsform wird die Position des
Hilfsfokus relativ zur Grenzfiiche Im wesentlichen entlang der optischen
Achse variiert und die Intensitit des Rickreflexes in Abhéingigkeit von der
Bewegung registriert (siehe Figuren 1, 2, 3 und 6). Hierbei kann bei-
spielsweise die fokussierende Optik enttang der optischen Achse auf- und
abbewegt werden. Es ist jedoch auch miglich, das Substrat, welches sich
beispieisweise auf einem in z-Richtung unmittelbar oder mittelbar positio-
nierbaren Trager befindet, entsprechend zu bewegen. Es ist femer mdg-
lich, die Divergenz des StrahlenbOndels zu variieren, das zur Erzeugung
des Hilfsfokus dient. Die Bewegung kann bevorzugt periodisch durchge-
fohrt werden. Die Amplitude der Bewegung ist bevorzugt so zu wahlen,
dall eine gleichzeitige Aufnahme von Meﬁquan aus dem Meflvolumen
nicht gestdrt wird. In der Regel wird daher die Amplitude der Bewegung
der Grdlenordnung der axialen Ausdehnung des Malivolumens entspre-

chen.

Die vom Detektor erfalite Intensitat wird sich jeweils dann erhthen, wenn
der Abstand zwischen refiektierender Grenzfitche und Hilfsfokus sich ver-
ringert. Umgekehrt wird sich die Intensitat emiledrigen, wenn durch die
Bewegung der genannte Abstand vergrbert wird. Aus der Bewegqungs-
richtung, die zu einer ErhShung bzw. Emiedrigung der detektierten Inten-
sitht fohrt, kann somit emmittelt werden, in welcher Richtung die Position
des Hilfsfokus von der Lage der Grenzfliche abweicht.

In einer zweiten bevorzugten AusfOhrungsform wird die Intensitat des

Ruckreflexes mittels mindestens zweier entlang der optischen Achse an-
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geordneter Detektoren erfafit. Dazu wird das von der Grenzfidche refiek-
tierte Licht des Hilfsfokus beispislswelse Uber teildurchisissige Spiegel auf
die Detektoren aufg teilt. Die Detektoren werden bevorzugt in unter-
schiedlicher Entf mung von der fokussierenden Optik angeordnet, 8o da®
- abhAngig von der Lage des Hifsfokus relativ zur reflektierenden Grenz-
flache - unterschiedliche Anteile der reflektierten Intensitdt von den De-
tektoren erfallt werden. Aus der Veneliung der von den Detektoren er-
fafiten Intensit4ten kann somit ermittelt werden, in welcher Richtung die
Position des Hilfsfokus von der Lage der Grenzfische abweicht. Dies wird
exemplarisch in Fig. 4 dargestellit.

Eine etwaig enmittelte Abweichung des Hilfsfokus von der gewdnschten
Position a0t sich durch eine entsprechende NachfGhrung, die ggf. der
oben beschriebenen Bewegung (beriagert wird, komigieren. Es Ist bevor-
zugt, den Hitfsfokus so nachzufGhren, dal dieser sich im wesentlichen auf
der Grenzfiiche befindet. '

Um einen moglichst geringen apparativen Aufwand zu betrelben, lst es
wonschenswert, den Hilfsfokus mittels derselben konfokalen Mikroskop-
optik zu erzeugen, die auch zur Erzeugung des Melvolumens dient. In
einor derantigen Ausfohrung der Erfindung kbnnen belspielswelse teli-
durchiassige Spiegel eingesetzt werden, um die Strahien, die Mefvolu-
men bzw. Hilfsfokus srzeugen, vor dem Objektiv zusammenzufGhren, so-
wie die aus dem Meflvolumen bzw. Hilfsfokus detektierte Strahlung wieder
zu separieren. MOochte man beispielsweise Melvolumen und Hilfsfokus
2ueinander beabstandet im wesentiichen entiang der optischen Achse der
konfokalen Mikroskopoptik anordnen, so ist es zweckmilig, der konfoka-
len Mikroskopoptik auf der der Probe abgewandten Seite geeignete opt-
sche Elemente (z. B. Linsen, konvexe oder konkave Spiegel) mit dem Zlel
vorzuschalten, zwei Strahlenbindel unterschiedlicher Divergenz bzw.
Konvergenz zu erzeugen, die sodann von der konfokalen Mikroskopoptik
zum Merolumet:n sinerseils und Hilfsfokus andererseits fokussiert wer-
- den. In einer weiteren AusfUhrungsform sind MeBvolumen und Hilfsfokus
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deckungsgleich, so dall auf die genannt n vorgeschalteten optischen
Elemente verzichtet w rden kann.

Anderesrseits kann eine Anordnung gewahit warden, in der Mefivolumen
und Hilfsfokus Ober separate Optiken erzeugt werden. In diesem Fall wer-
den die beiden Optiken vorteilhaft mechanisch so verbunden, dal eine
Nachfdhrung des Hilfsfokus sine entsprechende Nachfdhrung des MeB-
volumens bewirkt. Auch in dieser Ausfliihrung kdnnen Melvolumen und
Hilfsfokus entweder ganz oder teilweise Qberiappend, oder aber rdurnlich
getrennt angeordnet sein. Die Positionierung von Hilfsfokus und MelBvo-
lumen zueinander kann in diesem Fall durch die Positionen der beiden

genannten Optiken zueinander vorgegeben werden.

Es kann bevorzugt sein, den Anrequngssirahlengang sowohl fir das
Melvolumen als auch for den Hilfsfokus mit ein- und derselben Strah-
lungsquelle zu erzeugen, die optional in der Lage ist, Strahlung unter-
schiedlicher Welleniingen zu emittieren. Andererseits kann es, insbeson-
dere bei riumlicher Trennung von Melvolumen und Hilfsfokus, bavorzugt
sein, zwei getrennte Strahiungsquelien zu verwenden. Bei den Strah-
lungsquellen kann es sich beispislhaft um Laser, lichtemittiersnde Dioden,

GlGh- oder Gasentiadungsiampen handeln.

In einer weiteren Ausgestaltung des erfindungsgematen Verfahrens ist es '
besonders vorteilhaft, zur Erzeugung des Melvolumens und/oder des
Hilfsfokus ein Qbjektiv mit elher hohen numerischen Apertur, bevorzugt
groBer 0.9, und/oder einern kleinen Arbeitsabstand zu withien. Die Wahi
eines geringen Arbeitsabstandes, insbesondere kieiner/gieich einem Mil-
limeter, wirkt sich besonders ganstig bei Fluoreszenzmessungen im Mef3-
volumen aus. Im Emissionsstrahlengang auftretende Absorption des Fluo-
reszenzlichtes verringert die Zahlrate pro Molekdl. Dieser Effekt geht im
Gegensatz zu den Erwartungen offenbar linear bzw. stirker als linear in
das Signal-Rausch-Verhaltnis ein, so dal sich ein geringer Arbeitsab-
stand als vorteilhaft erweist.
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Der Scanvorgang kann bevorzugt folgendermalen ausgefOhrt werden. Es
wird ein konfokales Mikroskop zur optischen Erfassung eines Beobach-
tungsvolumens verwendet mit einer Strahlungsquelle, bevorzugt zur Er-
zeugung von Anregungslicht, einem dichrotischen Spiegel (oder sonstigen
Strahiteiler), von dem die auftreffende Strahlung der Strahlungsquelle re-
fiektiert wird, einer eine mechanische Apertur aufweisenden Objektiviin-
senanordnung, die die von dem dichroitischen Spiegel refiektierte Strah-
lung empfangt und auf das Beobachtungsvolumen fokussiert, und siner
Beobachtungsoptikanordnung, die von dem Beobachtungsvolumen aus-
gehende und durch den dichroltischen Spiegel hindurchtretende Strahlung
empfangt. Zwischen dem dichroitischen Spiegel und der Objektiviinsen-
anordnung befindet sich eine Ablenkspiegslanordnung, die einen bevor-
zugt planen objektivseitigen Ablenkspiegel aufweist, der um eine Nommnal-
punktiage oszillierbar angeoranet ist. Bei Oszillation des objektivseitigen
Spiegels kreuzen sich die optischen Achsen des jeweils rofloktierten An-
regungslichtes in im wesentlichen einem gemeinsamen Schaittpunkt im
Bereich der mechanischen Apertur der Objektiviinsenanordnung. Die Os-
sillationsachse des objektivseltigen Ablenkspiegels ist gleich der Schnittli-
nie der von dem objektivseitigen Ablenksplege! aufgespannten Ebene mit
derjenigen Ebene, die durch den gemeinsamen Schnittpunkt der opti-
schen Achsen der refiektierten Strahlung und senkrecht zur optischen
Achse der reflektierten Strahlung bei in seiner Nomalpunktiage befindii-
chem objektivseitigen Ablenkspiege! veriaduft. Es lassen sich jedoch auch
anders, dem Fachmann bekannte Verfahren zur Ablenkung deg von der
Strahlungsquelle erzeugten Strahles oinsetzen. Wahiweise ist es auch
mbglich, die Position des Substrates oder der verwendeten Mikroskopop-
tik(en) mittelbar oder unmittelbar zu variieren.

Als optische Parameter konnen beispioisweise Streulichtintensitaten,
Fluoreszenzintensitdten bei mindestens einer Wellenladnge, Fluoreszen-
zintensitaten in Abhangigkeit von der Polarisation, Fluoreszenziebens-
dsuemn und/oder molekulare Helligkeiten bestimmt werden. Es kann hier-
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bei bevorzugt sein, malekulare Helligkeiten gemdB des in der Internatio-

. nalen Offenlegungsschrit WO ©8/16814 beschriesbenen Verfahrens zu

bestimmen. Es wird dort beschrieben, dafl intensitatsfluktuationen emit-
tierter Strahlung von in einem Melvolumen befindlichen Partikeln mittels
eines Delsktors becbachtet werden, wobei das Verfahren die foigenden
Schritte umfailt: wisderholte Messung der Anzah! von Photonen pro Zeit-
intervall definierter Lnge; Bestimmung einer Funktion, wie beispielswelsa
einer Verteilungsfunktion, der Anzahl von Photonen pro Zeitintervall; und
sodann Bestimmung einer Funktion, wie auch hier beispielsweise einer
Verteilungsfunktion, der spazifischen partikuldren Helligkelten auf Basis
der Funktion der Anzshi der Photonen pro Zeitintervall. Es werden welter-
hin Hinweise gegeben, wie die Funktion der Anzahl von Photonen prozes-
siert werden kann oder wie beispislswelse instrumentelle Parameter an-
gemessen berOcksichiigt werden k8nnen. Physikalische Eigenschaften
von Partikeln, insbasondere partikulire Helligkslten, kdnnen aber auch
wie in der Intemsationalen Patentanmeidung PCT/EP 98/06185 dargelegt
ermmittelt werden. Das dort beschriebene Verfahren umfalitl die folgenden
Schritte: wiederholte Messung der Dauer von Zeitabschnitten zwischen
detektierten Photonen; Bestimmung einer Funiktion, 2.B. einer Vertel-
lungsfunktion, der Dauer der genannten Zeltabschnitie; und sodann Be-
stimmung einer Funktion spezifischer physikalischer Eigenschafien der zu
untersuchenden Partikal auf Basls der genannten Funktion der Dauer von
Zoltabschnitien. Es wird insbesondere ein Fittingproze bezuglich experi-
mentell bestimmter und theorstischer Funktion der Dauer der Zeltintervalle
vorgeschlagen, wobei hinsichtlich der theoretischen Funktion Paremeter
elner rdumiichen Helligkeitsfunktion, walche fir das instrumentslie Set-up
charakieristisch ist, berlicksichtigt werden. Es wird vorgeschlagen, bel-
splelsweise Fluoreszenzpolarisation, welleniingenabhingige Fluoreszen-
zintensitéten, Fluoreszenziebensdauem, Energietransfer, etc. zu umarsu-
chean. In einer weiteren Ausflhrungsform kann es vortellhaft sein, mehrere
optische Parameter zu ermitteln, um somit eine verbesserte Charakterisie-
rung der Entitiit zu erzielen. Dies kann insbesondere mittels des in der
Internationalen Patentanmeldung PCT/EP 98/03505 beschriebenen Ver-
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fahrens erfolgen. Es wird hier folgendes Verfahren vorgeschlagen: Be-
stimmung von Intensitatsfluktuation n emitterter Strahlung von in einem
Melvolumen befindlichen Partikeln mittels mindestens eines Detektors;
Bestimmung intermedi8irer statistischer Daten beinhaltend eine minde~
stens zwei-dimensionale ,gemainschattliche” statistische Funktion auf Ba-
sis der genannten intensitatsfluktuationen; Bestimmung von informationen
auf Basis der intermediéiren statischen Daten. Im letzten Schritt kann z.B.
das gemeinschaftliche Auftreten von zwei Eigenschaften an einem Parti-
kel untersucht werden. Auf den Offenbarnungsgehalt der genannten Pa-
tentanmeldungen, insbesondere im Hinblick auf die zu untersuchenden
physikalischen Eigenscheften der zu untersuchenden Partikel sowie die
Bestimmung der intermedidren statistischen Daten, wird hiermit ausdrick-
lich Bezug genommen.

Das erfindungsgemie Verfahren aignet sich beispielsweise zur Bestim-
mung optischer Parameter von Entitdten wie Molekillen, Molekiikomple-
xen, Polymeren, vesikularen Strukturen, Zellen, Bakterien und Viren. Die-
se konnen z.B. auf mineralischen oder organischen Substraten angeord-
net sein. Hierbei kann es gich insbesondere um polymere Gele, polymere
‘Partikel, vesikuliire Strukiuren, Zellen, Bakterien und Viren handeln.

In siner weiteren Ausfihrungsform werden a-priori-informationen Gber die
Verteilung und/oder Struktur der Entitiiten und/oder der Sut_:stlate in der
Signalverarbeitung genutzt. So kénnen belspialswaise ais Substrat Bakte-
rien oder polymere Kugeln (sog. Beads) eingesetzt werden, auf deren
Oberfliche oder in derem Inneren jeweils bevorzugt gleichartige Entitaten
angeordnet sind. Um mit Methoden der Signalverarbeitung, insbesondere
der Bildverarbeitung, Meflwerte ais zusammengehorig erkennen zu kon-
nen, ist es oftmals hilfreich, a-priori-infonnationen Ober die zu untersu-
chenden Substrate, wie beispielsweise deren Gestalt, raumliche Ausdeh-
nung, Anordnung etc., in der Signalverarbeitung zu berucksichtigen. So
kann es femer vorteilhaft sein, Ober die zu als gleichartigp erkannten Enti-
tdten gehdrigen Mellwerte jewells Mittelwerte zu bilden oder diese ander-
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weitig statistisch auszuwerten, um die Charakterisierung der Entitaten si-

gnifikanter zu gestalten. Als Methoden der Signalverarbeitung kdnnen an

sich in der Literatur bekannte Verfahren zur Objekterkennung eingesetzt

werden, wie z. B. Hough-Transformation, Template Matching und korrela-

tive Verfahren. Derartige Verfahren sind in der Literstur beschrieben (sie-

. he 2.B8. E. R. Davies, Machine Vision: Theory, Algorithms, Practicalities;
- Academic Press, London - San Diego, 2 nd edttion, 1997).

Oftmals ist es winschenswert, durch bestimmte optische Parameter aus-
gezeichnete Entititen und/oder Substrate von den Obrigen Entitaten
und/oder Substraten zu separieren, um sie einer weiteren Analyse
und/oder Bearbeitung zu unterziehen. Diese Separation kann beispiels-
weise mittels sines geeigneten Manipulators, wie z. B. einer Pipette, eines
mechanischen Greifers etc. geschehen. Besonders geeignsete Verfahren

f’; sind beispiethatt in der Internationalen Offenlegungsschrit WO 85/35482
:"” beschrieben, auf deren Offenbarungsgehalt hiermit ausdrOcklich Bezug
f genommen wird. So wird dort belsplelsweise die Entnahme bzw. Separa-
+ ) tion durch elekirische Spannungs- oder Feldimpulse, durch Druckdiffe-
;»;‘: renzpulse oder auch durch Lichtdruckpulse beschrieben. Es kann auch

ein bevorzugt piezogesteuertes Pump- bzw. Dispenélersystem verwendet
werden. Im alligemeinen ist es hilfreich, whrend des Scanvorgangs die
enmitteiten MeBwerts in Abhiingigksit der Position des Melvolumens zu
erfassen, um somit den Separationsvoigang zu automatisieren.
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Das Verfahren It sich insbesondere in der Wirkstoffsuche, kombinatori-
schen Chemie, funktionalen Genomanaslyse, evolutiven Biotechnologie,
Diagnastik oder Proteom-Analyse einsetzen.

In einer AusfUhrungsform des erfindungsgemalen Verfahrens werden
beispielsweise polymere Beadstrukturen als Substrate eingesetzt, die
jeweils mit einer Vielzahl gieichartiger Entitaten besetzt sind oder die sol-
che enthalten. Diese Entitiiten kdnnen beispieisweise aus einem Prozef}
der kombinatorischen Chemie enistanden sein, wobei in der Regel die
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elgenm«gtmktur der Entitat nicht bekannt ist. Die Entithten kdnnen vor-
zugsweise detektierbare Marker, wie z.B. Fluoreszenzfarbstoff , aufwei-
sen. Diese Variante birgt den Vort il, dal die nachfolgend zuzusetzenden
Reaktionspartner nicht zwangslaufig detektierbar Marker aufwelsen
missen. Die Substrate befinden sich vorzugsweise auf einem Trager, z.B.
Mikrotiterplatten mit einer Vielzahl von Ausnehmungen oder einer folien-
artigen Struktur. Es werden nunmehr Reaktionspartner zugesetzt, deren
Wechselwirkungen mit den Entititen untersucht werden soll. Diese Reak-
tionspartner kdnnen in einer Ausgestaitung ebenfalls detektierbare Marker
aufweisen. Das Substrat wird sodann abgescannt mit beispielsweise dem
Ziel, potentielle Binder der Reaktionspartner unter den Entitiiten zu finden
und/oder eine chemische Reaktion auszukisen. Die Bindung zwischan
Reaktionspartner und Entitiit kann mit den oben naher beschriebenen op-
tischen Parametern charakterisiert werden. Mit gewOnschten Eigenschaf-
ten ausgestatiete Komplexe zwischen Reaktionspariner und Entitdt kdn-
nen von den Obrigen Entitdten bzw. Substraten separiert werden, um sie
einer weiteren Analyse und/oder Behandlung zu unterziehen. Das be-
schriebene Verfahren wird vorzugsweise in der Wirkstoffsuche angewen-
det.
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In einer weiteren Variants ist zwischen dem Substrat und den einen de-
tektierbaren Marker aufweisenden Entiliten eine spaltbare Linkerstruktur
angeordnet. So kdnnen 2.B. In einem Prozell der chemischen Synthese
auf Substraten, wie polymeren Beads, spaltbare Linkerstruiduren ange-
ordnet sein, die mit Fluoreszenzfarbstoffen gakoppelt werden, an denen
sodann die zu untersuchenden Entitiiten bevorzugt in einem kombinatori-
schen Verfahren synthetisiert werden. Diese Variante birgt den Vorteil,
'dall nach Selektion von Beads, weiche mit gewlnschten Eigenschaften
ausgestattele Kompiexe zwischen Reaktionspartner und Entitat tragen,
eine Abspaltung der farbstoffmarkierten Entitit erfolgen kann und diese
sodann in einem sogenannten Wslichen Assay ndher analysient werden
kann. Auch diese Variante eignet sich besonders in der Wirkstoffsuche.
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In einer weiteren Ausgestaltung werden Substrate mit Entititen bekannter
Struktur verwendet, wobei alle Substrate die glsichen Entitaten aufw isen.
Bevorzugt werden auch hier die Substrate auf die Ausnehmungen von
Mikro- oder Nanotiterplatten vertsilit. Sodann wird in jede der Ausnehmun-
gen eine Ldsung von Reaktionspartnem, von denen bekannt ist, dafl sie
mit den Entititen wechselwirken, zugesstzt. Zudem werden die Ausneh-
mungen mit Ldsungen unterschiedlicher potentieller Wirkstoffe versetzt,
um festzustelien, ob diese geeignet sind, die Wechselwirkung zwischen
Entitat und Reaktionspartner zu beeinflussen.

Die in den vorstehenden Abs#itzen naher beschriebenen Ausgestaltungen
kdnnen auch mit biologischen Substraten, wie z.B. Viren, Phagen, Bakte-
rien, Pilze oder eukaryotischen Zellen, ausgefthrt werden. So kdnnen z.B.
natOrich vorkommende oder gekionte Entitaten bevorzugt an Oberfiachen
der genannten biologischen Substrate untersucht werden mit dem Vorted,
daB hier eine Kopplung zwischen dem als wilnschenswert identifizierten
Phanotyp mit seinem zugehtrigen Genotyp vorliegt. Eine derartige Vor-
gehensweise ist unter den elnschisgigen Begrifien des Phage-Displays
oder zellulren Displays bekannt.

In einer weiteren Applikation kann das erfindungsgemafe Verfahren auch
in zellularen Reporterassays hiifreich sein. Die Genaulgkeit des Scanver--
fahrens eraubt die Beobachtung der Aufnshme und/oder intrazeliularen
Translokation von Substanzen mit elner Obemraschend hohen Ortsaufis-
sung sowie Quantifizierungsgenauvigkeit.

In vorteithafter Weise ermdglicht das erfindungsgemaila Verfahren auch
die Untersuchung von Signaltransduktionswegen. Es zeichnet sich insbe-
sondere auch dadurch aus, dafl mit Priméirzelien gearbellet werden kann
und somit auf eine Uberexprimierung der zu untersuchenden Entitaten,
wie z2.8. Rezeptoren, verzichtet werden kann.
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Das Veﬂagn kann zudem im sog. differentiellen Dig angewendet
werden, in dem beispielsweise Zollon erkrankter Personen mit d nen ge-

sunder Personen verglichen werden. Weitere V rgleichsmoglichkeiten
beinhalten: behandelte / unbehandelte Zall n, Wildtyp / Mutante, etc.

Weitere Applikationen betroffen die Untersuchung molekularer interaktio-
nen, wie z.B. Protein-Protsin-Wechselwirkungen und Protein-Nukiein-
saure-Wechselwirkungen. Insbesondere kdnnen auch Wechsgelwirkungen
zwischen Proteinen oder Peptiden unbekannter Natur bzw. Funktion mit
Liganden potentieller physiologischer Signifikanz, deren Struktur jedoch
oftmals noch nicht aufgeklart ist, untersucht werden. Hierbei wird vor-
zugsweise mindestens ein Partner mit einer partikuldren Struktur che-
misch oder adsorptiv verkoppelt sein.

Es kann auch bevorzugt sein, das erfindungsgemie Verfahren im Rah-
men der Gelelektrophorese einzusstzen. In Kombination mit einem Sepa-
rations- bzw. Isolierungsvorgang knnen bestimmte Entititen auf dem als
Substrat dienenden Gel direkt einer welteren Analyse oder auch Verviel-
faltigung (PCR, etc.) zugefithrt werden.

Das Verfahren kann auch eingesetzt werden, um seiten vorkommende
Zelitypen zu detsktieran und bevorzugt zu isolieren, wie dies z.B. in der
Pranataldiagnostik, in der Onkologle oder aligemein der Pathologie der
Fallist

Nachfolgend werden bevorzugte AusfOhrungsformen des erfindungsge-
malen Verfahrens dargestellt.

Figur 1 beschreibt schematisch eine konfokale Mikroskopanordnung mit
einer Strahlungsquelle und zwei Detektoren, von denen einer Signale aus
dem Hilfsfokus und der andere Signale aus dem Mefivolumen detektiert.
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Figur 2 zeigt schematisch eine weitere erfindungsgemifle Ausgestaltung
einer konfokalen Mikroskopanordnung, in der MeRvolumen und Hilfsfokus
entlang d r oplischen Achse getrennt voneinander angeordnet sind. Die
Anordnung weist eine zusstziiche Strahlungsquelle zur Erzeugung des
Hilfsfokus auf.

Figur 3 zeigt eine Variante, in der getrennte Optiken zur Erzeugung von
Hilfsfokus und MeBvolumen eingesetzt werden. Es wird exemplarisch ge-
zsigt, dal Hilfsfokus und Meflvolumen sowohl in axialer wie auch lateraler
Richtung getrennt voneinander angeordnet sein kidnnen.

Figur 4 beschreibt eine weitere erfindungsgem#éile Ausflhrung, in der
Hilfsfokus und Melvolumen wiederum durch dieselbe Optik erzeugt wer-
den. In dieser Variante werden zwei Detektoren fOr das aus dem Hilfsfo-
kus reflektierte Licht eingesetzt, die entlang der optischen Achse zueinan-
der versetzt sind, um die Richtung von Abweichungen der Position des
Hilfsfokus zu erkennen.

Figur 5 beschreibt eine Ausflhrungsform, wobei als Grenzfidiche der
Ubergang eines Substrates zur angrenzenden Luftschicht dient.

Figur 6 zeigt eine Ausgestaltung mit einem faseroptischen Koppier.

Figur 7 a und b zeigen das Ergebnis des in Ausflhrungsbeispisl 2 darge-

steliten Experimentes.

in Figur 1 ist zunachst eine konfokale Anordnung dargestelit: Die Strah-
lung aus elner Strahlungsquelle 10 wird durch eine Optik 33 kollimiert und
durch ein Objektiv 32 auf das zu untersuchende Substrat 60 fokussiert. In
der beispisihaft dargesteliten Anordnung liegt das Mellvolumen 70 auf der
Grenzfiiche 62 zwischen Substrat 60 und Trager 61. Aus dem Mefvolu-
men 70 austretende Streu- oder Fiuoreszenzstrahlung wird wiederum
durch das Objektiv 32 geblUndelt und Gber den Strahiteiler 40, der z.B. als
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teildurchissiger oder welleniangenabhangiger Splegelggeﬁ)hrt sein
kann, ganz oder teilweise reflektiert. Die reflektierte Strahlung wird durch
eine Optik 30 auf eine Blende 50 fokussiert, dle zum MeBvolumen 70
konfokal angeordnet ist. Die durch die Blende hindurchtretende Strahlung
{4l auf den Detektor 20, der zur Aufnahme des Melsignals dient. Es
kann auch auf die Blende 50 verzichtet werden, insbesonders bel Ver-
wendung der Mehrphotonenanregung.

Der Hifsfokus 71, der zur Vermessung der Lage der Grenzfisiche 62 dient,
ist im dargesteilten Fall identisch mit dem Mefvolumen 70. Uber einen
weiteren Strahiteiler 41, eine Optik 31 und eine ebenfalis konfokel ange-
ordnete Blende 51 wird ein Teil der an der Grenzfidche 62 reflektierten
Strahlung auf den Detektor 21 gelenkt. Dieser Detektor dient somit zur
Aufnahme der aus dem Hilfsfokus 71 reflektierten Strahlung. Es sei an-
gemerkt, daB jedoch auch auf die Blende 51 verzichtet werden kann. Es
ist jodoch vortsilhaf, auch for den Strahlengang zum Detoktor 21 eine
konfokal angeordnete Blende vorzusehen, da diesa die Enmpfindlichkeit
der Bestimmung der Lage der Grenzfidche erhdht. [n der in der vortiegen-
den Figur dargesteliten Ausfihrungsform wird beispielswelse dle fokussie-
rende Optik 32 entiang der optischen Achse auf- und abbewegt werden,
um somit die aktuelle Posiion des Hilfsfokus 71 relativ zur Grenzfische 62
bestimmen und ggf. nachregein zu kdnnen.

Figur 2 zeigt eine Variante der xonfokalen Anordnung, in der Melvolumen
70 und Hilfsfokus 71 entlang der optischen Achse getrennt voneinander
angeordnet sind. Die in Figur 1 gezeigte, konventionelle konfokale Strah-
lungs- und Detektionseinheit aus Strahlungsquelle 10, Detektor 20 und
den zugehdrigen optischen Elementen ist hier der Ubersicht halber nicht
mehr dargestelit. Zusatzlich zu den in Figur 1 gezelgten Elementen wird
hier eine separate Strahlungsquelle 11 zur Erzeugung des Hilfsfokus 71
verwendet. Durch die Optik 31 wird das vom Strahiteiler 42 refiektierte

_Licht dieser Strahlungsquelie im gezeigten Beispiel zu einem konvergen-

ten Strahlenbindel kollimiert, so dall der vom Objektiv 32 erzeugte

as
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Hiffsfokus 71 in einem geringeren Abstand vom Objektiv 32 liegt als das
Melvolumen 70, das durch Fokussierung eines paralielen StrahlenbOn-
dels durch das Objektiv 32 entst ht Der Hilfsfokus 71 ist wiederum auf
der Grenzfiiche 62 zwischen Substrat 60 und Trager 61 angeordnet; die
an der Grenzfidche 82 refioktierte Strahlung wird Ober das Objektiv 32 und
die Optik 31 auf die konfokal angeordnete Blende 51 fokussiert und vom
Detaitor 21 erfalt. Durch geeignete Wahl der Kollimationsoptik 31 kann in
dieser Ausfohrung der Hilfsfokus 71 in einer wahibaren Distanz vom Me-
volumen 70 angeordnet werden. Es ist bevorzugt, den Hilfsfokus 71 auf
der Grenzfidche 62 zu positionieren und das Meflvolumen 70 in einem
gewiinschien Abstand vom Hilfsfokus 71 innerhalb des Substrates 60 zu
erzeugen. In einer weiteren Ausfihrungsform wird der Hilfsfokus 71 aus
einem vor dem Objektiv 32 divergenten StrahlenbOndel erzeugt, so dal
der Hilfsfokus 71 in einer grberen Entfernung vomn Objektiv 32 als das

g MeLvolumen 70 angeordnet ist. Auch hier kann wiederum auf die Blende
i §1 verzichtet werden. Der in Figur 1 beschriebene Suchmechsanismus
g kann auch hier vorteilhafterweise angeweandet werden.

:.E Figur 3 stollt eine weiters erfindungsgamaBe Ausgestaitung dar, in der ein
= separates Objektiv 34 zur Erzeugung des Hiifsfokus 71 eingesetzt wird.
o Das MeGvolumen 70 wird wiederum Gber das Objektiv 32 ezeugt und
i abgebildet; die dem Objektiv 32 nachgeordneten Komponenten der kon-
0 ventionelien konfokalen Anordnung sind wiederum nicht dargestelt. Zur

Lokl
"

Erzeugung des Hifsfokus 71 wird eine separate Strahlungsquelle 11 ver-
wendet, deren Strahlung Ober eine Optik 35 kollimiert und durch das Ob-
jektiv 34 auf die Grenzfliche 82 zwischen Substrat 60 und Trager 81 fo-
xussiert wird. Aus dem Milfsfokus 71 reflektierte Strahlung wird wiederum
durch das Objektiv 34 gebindeit und aber den Strahiteiler 42 ganz oder
teilweisea reflektiert. Die reflektiorte Strahlung wird durch eine Optik 31 auf
eine zum Hifsfokus 71 konfokale Blende 51 fokussiert: die durch die
Blende 51 hindurchtretende Strshiung falit auf den Detektor 21, in der
beispielhaft dargesteliten Anordnung sind Hilfsfokus 71 und MeRvolumen
70 sowoh! in axialer wie auch lateraler Richtung getrennt voneinander an-
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geordnet. g hier kann wiederum auf die Blende 51 velzichtet werden.
Der in Figur 1 beschriebene Suchmechanismus kann auch hier vorteil-
haflerweise angewendet werden.

Figur 4 zeigt eine Variante der In Figur 1 dargesteliten AusfOhrung der
Erfindung. in der zwel Detektoren 21, 22 fir das aus dem Hilfefokus 71
refiektierte Licht eingesetzt werden. Entsprechende Anordnungen von
zwei oder mehr Detektoren kénnen auch in den Ausflhrungen gemag
Figur 2 oder 3 verwendet werden. Die konventionelle Anordnung zur Be-
strahlung und Beobachtung des MeBvolurmens 70 ist wiederum nicht dar-
gestalit. Melvolumen 70 und Hilfsfokus 71 sind in der beispleihaft ge-
zeigten Anordnung deckungsgleich; die das Meflvoiumen 70 erzeugende
Strahlungsquelle dient gleichzeitig zur Erzeugung des Hilfsfokus 71.

Der Hifsfokus 71 liegt wiederum auf der Grenzfiiche 62 zwischen Sub-
strat 60 und Triger 61. Die an der Grenzfiache 62 reflektierte Strahlung
wird durch das Objektlv 32 und den Strahiteiler 41 ganz oder teliweise in
Richtung der Detektoren 21, 22 gelenkt. Die Strahlung wird miltela eines
weiteren Strahlteilers 43 auf die Detektoren 21, 22 aufgetsiit. Belden De-
tektoren sind fokussierende Optiken 31, 33 sowle Blenden 51, 52 vorge-
ordnet. Die Blenden 51 und 52 sind dabei vor bzw. hinter der jeweiligen
konfokalen Position angeordnet, wenn der Hilfsfokus 71 auf der Grenzfla-

che 62 liegt. Veriindert sich nunmehr dle relative Lage von Hilfsfokus 71

und Grenzfiiche 62 zueinander, so werden dle Detektoran 21, 22 elne
veranderte Intensitatsverteilung des Rickreflexes erfassen. Abhiingig von
der Richtung der Lagesinderung des Hilfsfokus 71, der in Richtung des
Substrates 60 oder des Trigers 61 verschoben sein kann, wird entweder
auf dem Detektor 21 oder dem Detektor 22 eine erhdhte bzw. emiedrigts
Intensitat der aus dem Hilfsfokus 71 stammenden Strahlung auftreffen.
Dementsprechend kann auf die in den Figuren 1 bis 3 beschriebene
Suchbewegung verzichtet werden. .

b
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Figur 5 zeigt eine weitere Variante der in Figur 1 dargesteliten AusfUhrung
der Erfindung. Die konv ntionelle Anordnung 2ur Bestrahlung und Beob-
achtung des Mefvolumens 70 Ist wiederum nicht dargestelit. MeBvolumen
70 und Hilfsfokus 71 sind in der beispielhaft gezeigten Anordnung dek-
kungsgleich; die das Mellvolumen 70 erzeugende Strahlungsquelle dient
gleichzeitig zur Erzeugung des Hilfsfokus 71. Als Grenzflache 62 dient
nunmshr der Ubergang zwischen Substrat 60 und angrenzender Luft 63.
Es wird eine winkelabhiingige Reflexion, insbesondere Totalreflexion, an
der Grenzfidche 62 mittels eines ortsaufissenden Detektors 21 detektiert.
Abhingig van der Lage des Hilfsfokus 71 relativ zur Grenzfiache 62 an-
den sich die raumliche. Verteilung der aus dem Hilfsfokus 71 zurlckge-
streuten Strahlung auf dem Detektor 21, der beispieisweise als CCOD-
Kamera ausgebildet sein kann.

Figur 6 zeigt eine weitere Ausgestaltung des optischen Aufbaus zur
Durchfahrung des erfindungsgematen Verfahrens in Anlehnung an Figur
2. Die konventionelle Anordnung zur Bestrahlung und Beobachtung des
Melvolumens 70 ist wiederum nicht dargestellt. Als Strahiungsquelie 11
zur Erzeugung des Hilfstokus 71 wird bevorzugt ein Halbleltertaser einge-
setzt, dessen Ausgangsstrahlung in eine optische Faser 81 singekoppelt
wird. Der faseroptische Koppler 42 entsprcht dem klassischen”™ Strahi-
taler in Figur 2. Die Strahlung aus dem Hilfsfokus 71 wird In dleser Aus-
fohrung in den Kem einer optischen Faser 80 eingekoppelt, der die in FF
gur 2 dargestelite Lochbiende 51 in Hhrer Funktion ersetzt. Nach Passieren
des faseroptischen Kopplers 42 wird die Strahlung mittels optischer Faser
82 auf einen Detsidor 21 geleitet.

Figur 7 a zeigt Theophyllin-Beads, die mit den in AusfGhrungsbeispiel 2
genannten Antiktrpern versetzt wurden. Die hohe Aufidsung zeigt, dal
die lokal erhthie Konzentration fluoreszenter Antikrper am Bead sich

. deutlich vom Hintergrundsignal der in Losung befindlichen fluoreszenten

Anlikérper unterscheidet. Figur 7 b zeigt die Negativkontrolle ohne Zusatz
des ersten Antikdrpers, so dal der zweite fluoreszenzmarkierte Antikdrper
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sich nicht an das Bead aniagert und im Bild dle charakteristische Ring-
struktur erzeugt.

Nachfolgend wird in Ausfhrungsbeispisl 1 eine spezifische Ausgestaliung
des erfindungsgemiaBen Verfahrens sowie in Ausflhrungsbeispiel 2 eine
konkrete biologische Anwendung detallllert dargestelit.

Ausfohrungsbeispiel 1

Das vorliegende Ausfohrungsbelsplel entspricht im wesentiichen dem in
Figur 6 dargesteliten Aufbau. Als Strahlungsquelle zur Erzeugung des
Hitfsfokus 71 wird ein Halbleiterlaser 11 mit einer Leistung von 3 mW und
einer Wellenlinge von 780 nm eingesetzt. Die Ausgangsstrahlung des
Lasers 11 wird Uber eine Monomode-Glasfaser 81 zu einem faseropti-
schen Y-Koppler 42 gefihit. Eine weltere Monomode-Glasfaser 80 am
Ausgang des Kopplers 42 dient sowohl zur Zufohrung der Strahiung f0r
den Miltsfokus 71, als auch zur konfokalen Detektion des an der Grenzfii-
che 62 reflektierten Lichtes.

Zur Kollimieryng der zugefOhrten bzw. detektierten Strahiung dient ein
Achromat 31 mit einer Brennweite von 40 mm. Durch Anderung des Ab-
standes zwischen dem freien Ende der Faser 80 und dem Aclwvomaten 31
kann die Konvergenz des zum Objektiv 32 gefGhrien Strahienblndeils,
und damit die Lage des Hilfsfokus 71 relatlv zum MeQvolumen 70, variert
weorden. In der hier baschriebenen Ausfhrung ist durch eine Verschie-
bung des Achromaten 31 Gber insgesamt 5 mm dle Distanz zwischen
Mellvolumen 70 und Hilfsfokus 71 zwischen 0 pm und 100 pm einsielibar.

Das hier eingesetzie Objektiv 32 ist ein Standard-Mikroskopobjektiv mit
40-facher VergrdBerung und einer Numerischen Apertur von 1,2, Es ist
auf einem piezoelektrischen Translator montiert, der eine Verschiebung
des Objektivs entlang der aptischen Achse Ober eine Strecke von 100 pm
ermbglicht. Die Grenzfrequenz far diese Bewegung liegt, bedingt durch
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die Antriebskraft des Translators sowie die Masse des eingesetzten Ob-
jektivs. bei etwa 400 Hz.

Als Gr nzfiiche 62 wird in dieser beisplelhaften Ausfihrung der Ubergang
von einem glisemen Triger 61 (Brechungsindex ny » 1.52) Zum Substrat
60, das in diesem Fall aus einer wiarigen Suspension von polymeren Ku-
gein (Brechungsindex n2 = 1.33) besteht, verwendet. Die von der Grenz-
fidche 62 refiektierte Strahlung wird Uber das Objektiv 32 und den Achro-
maten 31 wiederum auf dle Faser BO gelenkt, deren optischer Kem die
Funktion der in Figur 1 bis 4 dargesteliten Lochblende 51 dbemimmt, also
eine konfokale Detektion gewahrleistet. Uber den Koppler 42 gelangen
50% der Strahlungsleistung auf den Detektor 21, der 3ls Shizium-
Photodiode mit nachgeschaltetem Transimpedanzverstarker (Verstirkung

10° V/A) ausgefUhrt ist.

Das Ausgangssignal des Detektors 21 wird Ober einen 14-Bit Analog-
Digital-Wandler einem digitalen Signalprazessor (DSP) zugeflhrnt. Dieser
DSP steuert Ober einen 14-Bit Digital-Analog-Wandier und einen nachge-
schalteten Hochspannungsverstirker auch den plezoelektrischen Trans-
lator des Objektivs 32. Zur Steuerung der NachfGhrung wird das Objektiv
mit einer typischen Frequenz von 200 Hz und einer Amplitude von 0,5 pm
sinusformig auf- und abbewegt. Uber eine zu dieser Suchbewegung syn-
chrone Demodulation der vom Detektor 21 aufgenommenen intensitat
bestimmt der DSP die Richtung siner eventuellen Abweichung zwischen
der Position der Grenzfiiiche 62 und der (Cber die sinusfdrmige Bewegung
zeitlich gemittelten) Position des Hilfsfokus 71. Eine ggf. festgestelite Ab-
weichung wird durch eine der Sinusbewegung Oberlagerte NachfOhrung
des Objektivs 32 ausgeglichen.

us ngsbeispie} 2

Im vodiegenden Ausfihrungsbeispiel werden als Substrat sog. Tenta-
Gel™ - Beads des Typs S PHB-Gly (RAPP Polymers) singesetzt. Diesa
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sind konjuglert mit Theophyilinmolekdlen (Aldrich) als Entititen. Die Bela-
dung der Beads betrigt 9%. 5 mg der Beads werden in 444 pi PBS-Puffer
suspendiert. Als Probentrager werden Lab-Tek Chambered Coverglasses,
#1 Borosilicat, steril, 8-well {(Nunc Naige Intemational, LOt.Nr. 148116-
0605) verwendet. Als erster Antikorper wird ein polykionaler Kaninchen
Anti-Theopyllin-Antikrper (Europa Research, LoLNr, 80 17 15) verwen-
det. Als zweiter Antikdrper dient ein fiuoreszenzmarkierter (TRITC, Tetra-
methylrhodamin-5-(und 6)-isothiocyanat) Anti-Kaninchen-gG-Antikdrper
(DAKO, Lot Nr. 077(101)). Der Assaypuffer, nachfolgend TNT genannt,
seotzt sich wie folgt zusammen: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl,
0.01% Tween-20.

Der Assay wird wile folgt durchgefhrt: 8 pl Beadsuspension werden mit
100 pl einer 1:2000 Verddnnung des ersten Antikdrpers versetzt und fGr
30 min. bei Raumtemperatur geschottelt. Es folgt ein zweimaliger Wasch-
schritt mit TNT-Puffer (0.01% Tween-20). 100 pl einer VerdOnnung
1:5000 des zweiten Antikdrpers werden zugesstzt und far eine Stunde bel
Raumtemperatur geschiitelt Sodann werden 200 pl TNT-Puffer zuge-
setzt

-
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Zur Erzeugung des Anregungsstrahlenganges hinsichtiich des Meflvolu-
mens 70 wird ein HeNe-Laser mit einer Emissionswelleniange von 543 nm
eingesstzt. Als fUr das Fluoreszenzspektrum von TRITC geoigneter'
BandpaBfilter wird detektionsseltly ein Bandpal mit einer mittieren
Durchla-Wekenléinge von 580 nm und einer Halbwertsbreite von 30 nm
eingesetzt.

iy

Das Ergebnis des AusfOhrungsbeispieles 2 ist in den Figuren 7 a und b
dargestelit. Die aufgenommenen Melwerte werden zunachst elnem Bild-
verarbeitungsschritt unterzogen, der dazu dient, die einzelnen Beads zu
identifizieren und zu lokalisieren. In der hier beschriebenen Ausfihrung
‘wird hierzu die Hough-Transformation verwendet. Im Anschiul werden 2u
jedem identifizierten Bead diejenigen Meflwerte ermitteit, die Punkte auf
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der Beadoberfliche kennzeichnen. Hbmistesvoruhaﬁ.a-prbd-
informationen einzusetzen, wie etwa in diesem Fall die Erwartung, dad
die optischen Schnitte durch die Beadoberflache anndhemd krelsfonmige
Strukturen ergeben. Im voriiegenden Fall werden, jewells entiang radial
vom Zentrum der identifizierten Mswmm,d&
Mo&whmaximalerlntemmmmﬂ.maﬁkanmindM
Schritt aus der Literatur bekannts Verfahren wie Kantenverstiriung

und/oder Schwellwertanalyse verwendet werden.




Patentgnapriche

1. Vv ffahren zur optischen Erfassung mindestens einer Entitiit aut
undloder in einem, bavorzugt auf einem Triager (61) befindlichen, Substrat
(eoywobdmiwseinerkmmlenumakopopﬂkodorewmrdb
Mehrphotonenanregung ausgelegten Optik, die mindesians sine Strah-
ungsquelle (10) autwelst, mindestens ein reprisentativer Bereich des
Substrates (60) mit einem Me&volumen (70) gescannt wird unter Erhatt
von Meliwerten zur Bestimmung optischer Parameter, wobei die MeB-
werte zur Charakterisierung der mindestans elnen Entkit mittels Signal-
verarbeltung bearbeitst werden, und wobel die mindestens eine Entitat fir
aboawwmmmmd«u.ammpmdeusw
strates (60) und/oder des Tragers (61) beibehdit.

2. Verfahren nach Anspruch 1.wbeidas$ubwat(60)okm8¢o-
WMWVMMMM“mm
&M(w)mmmw.undmm&aw
mgmouehHstkusUﬂuMwﬁd.duMwa

»duemnzﬂd\e(&)zwbchonwwmundmmw

mmm.msmmmmmnsmlm

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobel die angrenzende Komponents ein
Triager (81), Luft (63) oder elne immersionsflasigkelt ist.

4.Volfshmnnad1dnemdumpt0d\01bh3.wobeld.tm01)

mittels derseiben konfokalen Mikroskopoptik erzeugt wird, die auch zur
Erzeugung des Mefvolumens (70) dient.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wobei Mefivolumen (70)
und Hiffsfokus (71) im wesentiichen entiang der optiachen Achse der
xonfokalen Mikroskopoptik angeordnet sind.
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6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, wobel Mefivolumen (70)
und Hilfsfokus (7 1) einander ganz oder teitwelse Uberiappen.

7. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 6, wobel Mef3volumen (70)
und Hilfsfokus (71) von zwei unterschiedlichen Strahlungsquellen oder
von einer Strahlungsquetle (11) erzeugt warden.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei ein RUckrefiex aus
dem Hilfsfokus (71) von mindestens sinem Detektor (21) erfalt wird und
zur Massung und/oder Nachfihrung des Abstandes zwlschen der Grenz-
flache (62) und der den Hilfsfokus erzeugenden Optik (32) genutzt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 8, wobei Rckreflexe aus dem Hilfsfokus (71)
winkelabhiingig von einem ortsaufidsenden Detektor (21), insbesondere

T8 einer CCD-Kamera, ertallt werden.
s
L 10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobel die Position des
:: Hilfsfokus (71) relativ zur Grenzfiache (62) im wesentlichen entiang der
E optischen Achse bevorzugt periodisch varfiert wird und die Intensitat des
] RUckreflexes in Abhiingigkeit von der Bewegung registriert wird.
2 11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Intensitat des
;ﬁ Rockreflexes mittels mindestens zweler entlang der optischen Achse an-

"
s

goeordneter Detekioren (21, 22) erfafit wird, und der Abstand der Grenzfla-
che (62) von der den Hilfsfokus (71) erzeugenden Optik (32) aus der
Verteilung der von den Detektoren (21, 22) erfalten Intensititen bestimmt

wird.

12. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 11, wobei als optische Pa-
rameter die Streulichtintensitit und/oder die Streulichtintensitit in Abhin-
gigkeit von der Polarisation und/oder die Fluoreszenzintensitit bei minde-
stens einer Wellenlange und/oder die Fluoreszenzintensitat in Abhangig-
keit von der Polarisation und/oder die Fluoreszenziebensdauer und/oder
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molekulare Helligksiten und/oder Raman-Streuung und/oder Lumineszenz
autgenommen werden. ’

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei a-priofi-
Informationen Ober die Vertellung und/oder Struktur der Entititen
undlodefdﬂSube(&O)hd«angenumm

14. Vverfahren nach einem der Anspriche 1 bls 13, wobel mineralische
oder organische Substrate (60), insbesondere polymere Gele, polymers
Partikel, vesikulire Strukturen, Zolien, Bakterien und Viren eingesetzt
werden.

15. Verfalwen nach elnem der Anspriche 1 bis 14, wobel ala Enitlien
Molekille, Molekilkomplexe, Polymere, polymere Partikel, vesiiasibre
Strukiuren, Zelien, Bakterien und Viren singesetzt werden.

16.Vemhnnnad\mmdermma\e1bh15,mbdnnnndduop-
WWaMEMuMM(m)w
m\dodahAmd\MmdwwnmmeEm

" und/oder Substraten (60) getrennt werden.

18. Vorrichtung zur DurchfGhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 mit

- mindestens oinefkonfokalenMRMKonpﬁkodu einer f0r dle Melr-
photonenanregung ausgelegten Optik, die mindestans eine Streh-
lungsquelle (10) sowie mindestens einen Detektor (20) zur Aufnahme
von Me@werten aus ainem MeBvolumen (70) sufweist,
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- mindestens einer weiteren, bevorzugt konfokalen, Mikroskopoptik, die
mindestens elne Strahlungsquelle (11) sowie mindestens einen De-
tektor (21) zur Aufnahme von Meflwerten aus einem Hilfsfokus (71)
sufwaist,

- mindestens elner Einrichtung zur Positionlerung von Melvalumen (70)
und Hiffsfokus (71) relatly zu elnem Substrat (60).

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dall die
Strahlungsqueken (10) und (11) identisch sind.

20. Vorrichtung nach einem der Ansprioche 18 und/oder 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dal zur Erzeugung von Melvolumen (70) und Hilfsfokus
(71) dieselbe Mikroskopoptik verwendet wird.

21. Verwendung der Varrichtung nach elnem der Anspriiche 18 bis 20 in
der Wirkstoffsuche, der funktionaien Analyse kombinatorisch-chemischer
oder kombinatorisch-biologischer Syntheseprodukte, der funktionaien Ge-
nomanalyse, der evolutiven Biotechnologie, der Diagnostik, der Proteom-
-Analyse oder der Materialuntersuchung.
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Die Erfindung betrift ein Verfahren zur optischen Erfassung mindestens
einer Entitst auf und/oder in einem, bavormotwehun‘\’rlnorbomdﬁ-
chen, am.mmawmwww
ﬂ)rdbudwphotmenanmunngka.dbnmm
Strahlungequelie aufweist, mindestens ein repritsontativer Bereich des
Substrates mit einem Mefivolumen gescannt wird unter Erhalt von Mel-
werten zur Bestimmung optischer Parameter, wobel die Mellwerts zur
Charakierisierung der mindestans einon Entiit mittels Signaiverarbeitung
bearbeltet werden, und wobei die mindestens eine Entitit for dle Dauer
der Aufnahme der Mefwerte thre Position hinsichtiich des Substrates
und/oder des Tragers beibshalt Dummmvmmm
lichkeiten des Verfahrens sowie elne Vorrichtung 2ur Durchfohrung des

Verfahrens beschrieben.
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